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BIOCAPTEUR A SUB ST RAT QUELCONQUE 
POUVANT ETRE CARACTERISE EN DEFLEXION PHOTOTHERMIQUE 

DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

La presente invention concerne un support 
d' echantillon utilisable dans un procede de detection 
surfacique de composants absorbants places sur ledit 
support d' echantillon a l'aide de methodes de deflexion 
photothermique . L' invention a trait egalement a un 
dispositif de detection photothermique utilisant le- 
support d' echantillon selon 1' invention. 

Cette invention peut s'appliquer a 
1 ! analyse de surface telle que la cartographie 
d 1 absorption ou l'imagerie de parametre thermique, ; 
ainsi qu' au domaine general de la detection et "de " 
l r analyse d'une reconnaissance moleculaire entre unei 
premiere et une deuxieme molecule, par exemple en 
biologie moleculaire. La reconnaissance moleculaire 
p^utf" "itre definie comme une interactto'n" ' specif ique 
entre deux molecules plus ou moins complexes, 
conduisant a une liaison des deux molecules 
suffisamment stable pour que les molecules- puissent 
etre detectees liees. 11 peut s ! agir par exemple d'une 
hybridation d'acides nucleiques (ADN et/ou ARM) , d'une 
reaction de reconnaissance de type ant igene/anticorps, 
d'une interaction de type proteine/proteine, d'une 
interaction de type enzyme/substrat, etc... 

Le dispositif selon 1' invention- trouvera 
notamment une application dans' la detection 
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d' hybridation d' oligonucleotides sur support solide, en 
milieu aqueux ou a 1' air/ par exemple dans le cadre 
d'un criblage (« ' screening' » en anglais) • ou d'une 
detection d ' hybridation sur une biopuce. 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

II existe plusieurs methodes de detection 
de substances absorbantes sur une surface. On 
s' interessera plus particulierement aux methodes de 
detection photothermique dont une presentation complete 
peut etre trouvee dans l'ouvrage de Bialkowski [1], 
dont la reference est indiquee a la fin de cette 
description . 

Parmi les methodes de detection 
photothermique se trduve la methode de deflexion 

photothermique . 

Soit une couche de substance absorbante 
(appelee echantillon) a etudier deposee sur un 
substrat. Lorsque cet echantillon est - irradie par un 
faisceau lumineuxv dit faisceau « pompe », il absorbe 

"une partie de l'energie lumineuse incidente du faisceau 
(le reste de*cette energie lumineuse peut etre rayonne 
ou 'donner naissance a de la fluorescence ou a une 
reaction chimique par exemple). Cette absorption va 

' provoquer un echauf f ement de 1' echantillon, qui, par 
conduction thermique, ; va -chauffer »le substrat et le 
superstrat attenants. L' elevation de temperature due a 
1' absorption est en general inhomogene et donne done 
lieu a' un gradient d'indice du milieu analyse et des 
milieux adjacents, la densite des milieux^ etant rendue 
inhomogene par 1* elevation de temperature. En faisant 
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passer un faisceau de lumiere, dit faisceau « sonde », 
dans la zone ou 1 9 echantillon a ete irradie, on va 
observer une deviation dudit faisceau due a la 
difference de gradients d'indice. En mesurant cette 
5 deviation, on va pouvoir quantifier le gradient en 
question, et en deduire ainsi la temperature et 
l f absorption de 1' echantillon . 

L'avantage de la methode photothermique est 
qu'elle n'est sensible qu'a 1' absorption de la couche 

10 de substance et non a sa diffusion. 

De plus, cette technique est beaucoup plus 
sensible que la methode de spect rophotometr ie . En 
effet, on peut obtenir une detection des pertes <par 
absorption avec une precision de I'ordre du ppm, ou^ le 

15 • terme "pertes" designe ,le rapport entre la puissahce 
absorbee par 1 ' echantillon et la puissance lumineuse 
incidente regue. K 

Cette methode photothermique est tres 
20 utilisee dans le domaine de la detection en biologie. 
Elle peut en effet etre utilisee pour detecter de 
ma'ni'ere directe 1 ' hybridation de~T'7\T)N "qui presente une 
forte absorption dans 1 ' ultraviolet (voir le document 
[2]) ou bien pour qualifier les etapes technologiques 
25 menant au depot d' oligonucleotides sur des biopuces a 
ADN dans le cadre de la technique de depot par synthese 
in situ (voir le document [3] reference a la fin de la 
. . description) . 

Neanmoins, pour que cette methode soit 
30 utilisable, il .faut limiter le bruit de fond cause par 
1' absorption du substrat. En effet, 1' absorption de la 
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lumiere par le substrat doit etre tres faible afin de 
ne pas « noyer » le signal des substances a analyser 
dans le bruit de fond induit par le substrat. (voir le 
document [4] reference a la fin de la description) . 

Or il s'avere que les substrats couramment 
employes dans' le domaine des biocapteurs (lames de 
microscope realisees en verre flote ou encore en 
silicium) sont trop absorbants et satisfont tres 
diff icilement aux conditions precitees. 

II est : done bien souvent , necessaire 
d'u'tiliser des substrats en silice fondue presentant 
une tres faible absorption mais dont le cout, en 
fonction de la purete du materiau, peut etre important. 

Pour des raisons de format, ces substrats 
sont par ailleurs mal adapt 6s aux dispositifs de 
realisation (par exemple, les synthetiseurs 

commerciaux) et de caracterisation (scanners confocaux) 
employes par les biologistes. 

De surcroit, les dispositifs actuels 
presenters 1' inconvenient de devoir utiliser des 
sources lasers puissantes et bien souvent couteuses 
afin d' as surer "Une detection correcte des substances-- 



EXPOSE DE L' INVENTION 

Le •• dispositif selon 1' invention vise a 
resoudre les . inconvenient s rencontres dans 1'art 
anterieur . 

Ce but est atteint avec un support 
d'echantillon destine a supporter un echantillon devant 
subir une detection et/ou une analyse par une methode 
de detection photothermique mettant en oeuvre un 
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faisceau pompe d' irradiation de 1 ' echantillon et un 
faisceau sonde de detection et/ou d' analyse, 
caracterise en ce qu' il comprend un substrat supportant 
un empilement de couches minces dielect riques formant 
5 un miroir de Bragg qui est destine a supporter 
1' echantillon, 1' empilement de couches minces 
dielectriques permettant de reflechir le faisceau pompe 
qui lui parvient. 

Grace au support d' echantillon selon 

•10 1' invention, 1' empilement de couches minces optiques ou 
miroir de « Bragg » reflechit le signal du faisceau 
pompe de sorte que le signal n'atteint pas le substrat 
absorbant . Ainsi, on n' a plus a s'inquieter .£ de 
1' absorption du substrat et on peut utiliser n'impo-rte 

15 quel, substrat comme support d' echantillon . On peut 
noter que les elements a analyser serpnt places ^ en 
surface de 1' ensemble substrat-multicouche, comme ,?;le 
montre la figure 2. ? h 

Le -depot de la multicouche ou miroir yde 

20 • Bragg est caracterise par l'alternance de films minces 
dielectriques. qui n' absorbent pas la lumiere a la 
longueur d'onde du faisceau pompe. Ces films presentent 
successivement des indices de refraction eleve et bas. 

Avantageusement, le miroir de Bragg 

25 comportera des couches minces dielectriques d' indice de 
refraction eleve formees d' un materiau choisi parmi le 
groupe constitue de Ti0 2 , Hf0 2 , Si0 3 N 4 , Ta 2 0 5 , Al 2 0 3 et 
In 2 03. 

Avantageusement, le miroir de Bragg 
30 comportera des- couches minces dielectriques d' indice de 
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refraction bas formees d'uh materiau cho'isi parmi le 
groupe constitue de Si0 2 , MgF 2 et LiF. 

Les couches minces dielectriques que l'on 
depose sur le substrat doivent- egalement avoir une 
epaisseur precise pour- former un miroir de Bragg. 
1/ epaisseur est calculee selon la formule suivante : 



e - 



An/ 

/cos(0) 



ou n est 1' indice du materiau considere, X/ la longueur 
d'onde fictive du faisceau pompe, 0 1' angle que fait le 
faisceau dans la couche consideree par rapport a la 
normale a 1 ' empilement . 
Et 

2 

avec X la longueur d'onde du faisceau pompe, 9 H 1' angle 
que fait le faisceau pompe avec la normale dans la 
couche haut indice et 0 B 1' angle que fait le faisceau 
pompe avec la normale dans la couche bas indice. 



L' angle 9 se calcule par les lois de Descartes en 
utilisant la formule : 

^ Slip xsin(6^)^ 



6 = asm 



ou .9 reJ f est 1' angle d' incidence du faisceau pompe dans 
.le milieu ou se trouve 1' echant illon a analyser et n sup 
1' indice de refraction de ce milieu. N sera, selon le 
cas, .-1'indice de refraction de la couche haut indice si 
l'on calcule 1' angle que fait le faisceau pompe avec la 
normale dans la couche haut indice, et sera 1' indice de 
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refraction de la couche bas indice si l'on calcule 
1' angle que fait le faisceau pompe avec la normale dans 
la couche bas indice. 

Le depot des couches minces dielectriques 
peut etre realise par depot physique en phase vapeur ou 
depot PVD (« Physical Vapor Deposition ») , par depot 
chimique en phase vapeur ou CVD (« Chemical Vapor 
Deposition) ou par voie sol gel. 

Avantageuseraent, la couche superieure 
formant le miroir de Bragg est biocompatible avec 
1' echantillon que l'on veut fixer sur le support 
d' echantillon . 

Le support d' echantillon ainsi realise 
presente la propriete de reduire ou d'annuler la 
propagation du faisceau pompe vers le substrat,- et 
ainsi le bruit de fond introduit par 1' absorption., du 
substrat dans les supports de 1'art anterieur /.est 
limite ou supprime. 

Selon un mode particulier de 1' invention, 
la couche superieure formant le miroir de Bragg est une 
couche" ayant un indice de refraction bas. 

Ainsi realise, le dispositif renforce 1' intensite 
lumineuse au voisinage des substances a detecter en 
surface par rapport au substrat nu. Ceci presente deux 
avantages : 

-on augmente la sensibilite de detection 
du support d 7 echantillon selon 1' invention par rapport 
a un substrat seul, 

- on peut diminuer 1' intensite requise pour 

le laser pompe. 
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L' invention ' concerns egalement un 

dispositif de detection et/ou d' analyse d'un 
echantillon par une methode phototherrnique , ledit 
dispositif comprenant un support d' echantillon selon 
'1' invention, un moyen d'eclairage de 1 ' echantillon 
supporte par ledit support et fournissant un ■ faisceau 
pompe, un moyen de detection et/ou de mesure de 
1' absorption ou de la. reflexion du faisceau pompe par 
1 1 echantillon lorsqu'il est eclaire par ledit moyen 
d'eclairage. 

'Selon un mode particulier -de 1' invention, 
le dispositif comprendra en outre un moyen de 
positionnement dudit moyen de detection et/ou de 
mesure. En effet, 1 f information obtenue par ce 
dispositif etant locale, le moyen de detection et/ou de 
mesure de 1' absorption 6u de la reflexion du faisceau 
pompe peut etre couple a un systeme de deplacement du 
support d' echantillon relativement au faisceau pompe. 
L T ensemble permet alors de comparer les valeurs de 
deviation- du faisceau sonde d'un point a 1 ? autre, du 
support d' echantillon, en particulier le . signal peut 
etre represents sous forme de" cartographie. Selon 
1' invention, le moyen de positionnement du support peut 
etre tout moyen connu de deplacement precis dudit 
support d' echantillon par exemple des platines de 
translation et de rotat ion rnicrometrique ; 

Avantageusement , le moyen d'eclairage de 
1 r echantillon fournissant le faisceau pompe sera une 
source laser. • 

Avantageusement, le "moyen de detection 
et/ou de mesure de 1' absorption ou de la -reflexion par 



1 er depot 



9 



1 ' echantillon comprendra une source de lumiere 
procurant un faisceau sonde et des moyens de detection 
ou de mesure de la deviation du faisceau sonde. 

Avantageusernent, le faisceau sonde aura une 
longueur d'onde qui n'est pas absorbee par 
1' echantillon. De meme, la source de lumiere sera 
avantageusernent une source laser. 

Selon un mode particulier de 1' invention, 
les moyens de detection de la deviation du faisceau 
sonde comportent une photodiode multi-element ou une 
photodiode simple. La photodiode multi-element pourra 
etre choisie parmi le groupe const itue d'un detecteur a 
deux ou quatre quadrants, d'un detecteur barrette, -djun 
detecteur matriciel, tandis que la photodiode simple 
sera soit partiellement recouverte par un cache .| ou 
couteau, soit ne recevra qu ' une partie du faisceau 

sonde . -^i 

Le mode de . detection des composa|.ts 
absorbants pourra etre direct .: la substance a detecfer 
absorbe la lumiere envoyee sur 1' echantillon si la 
longueur d'onde de f onctionnement du dispositif 
"correspond a la longueur d' onde "~ d 7 absorption de la 
substance. En d'autres termes, il y- aura absorption si 
.la longueur d'onde du faisceau pompe est choisie de 
maniere a ce que 1' echantillon soit absorbant a cette 

longueur d'onde. 

Le mode de detection peut egalement etre 
indirect. Dans ce cas, les substances a detecter sont 
equipees de rnarqueurs qui absorbent la lumiere envoyee 
sur 1' echantillon a la longueur d'onde du faisceau 
pompe.. En d'autres. termes,. la longueur d'onde du 
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faisceau pompe est choisie de raaniere a ce que des 
marqueurs equipant 1 ' echant illon soient absorbants a 
cette longueur d'onde. Les marqueurs absorbants 
pourront etre, par exernple, un colorant, des particules 
5 metalliques ou des boites quantiques (« quantum-dots » 
en anglais ) . 

Enfin, 1' invention concerne 1 ' utilisation 
de ce dispositif pour un test, un diagnostic ou une 
10. detection d f hybridation d' oligonucleotides, en milieu 
liquide ou dans l'air, sur support solide dans le cadre 
du « screening » ou de la detection d' hybridation sur 
des biopuces. 

15 BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

L 1 invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particularities apparaitront a la lecture 
de la description qui va suivre, donnee a titre 
d r exernple non limitatif, accompagnee des dessins 
20 annexes parmi lesquels : 

- la " figure 1 est un schema illu'sfrant une 
configuration possible pour un dispositif de mesure 
d' absorption par deflexion photothermique , 

- la figure 2 est un schema illustrant le dispositif de 
25 deflexion photothermique avec un substrat comportant 

une multicouche . selon 1' invention. 
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DESCRIPTION DETAILL.EE DE MODES DE REALISATION DE 
L' INVENTION 

L T orientation du faisceau pompe par rapport 
au faisceau sonde peut etre choisie a loisir, par 
5 exemple en fonction de 1 1 encombrement mecanique et/ou 
pour optimiser la sensibilite en cherchant le maximum 
d 1 absorption en fonction de 1 1 angle d T incidence. Mais 
concernant le faisceau sonde, il faut qu' il soit place 
de maniere a ce qu' il traverse la zone dans laquelle 

10 1' echantillon a analyser a ete irradie par le faisceau 
pompe. En effet, c'est cette traversee du faisceau 
sonde par des gradients d' indices differents qui / va 
provoquer la deviation dudit faisceau sonde et aiftsi 
permettre de mesurer 1' absorption de 1' echantillon . 

15 Dans la figure 2, on a place le faisceau sonde 22 de 
maniere a ce qu 7 il rase la surface du support 
d' echantillon 10. 

Sur la figure 1, les faisceaux sonde 4 "et 
pompe se croisent en formant un angle choisi. La 

20 reference 1 indique le faisceau' pompe, la reference 2 
le faisceau sonde, la r ef erence 3 le support 
d' echantillon, sur lequel on a positionne 1' echantillon 
de mesure, la reference 4 represente un detecteur ; la 
reference 5 est une tache lumineuse formee par le 

25 faisceau sonde sur le detecteur 4 lorsqu'on utilise un 
echantillon de reference non absorbant, et la reference 
6 est une tache lumineuse formee par le faisceau sonde 
sur le detecteur 4 lorsqu'on utilise 1' echantillon a 
analyser. On volt bien qu'entre les deux taches 5 et 6, 

30 il y a eu une deviation du faisceau sonde, ce qui 
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indique qu' il y a eu absorption d' une certaine quantite 
du faisceau pompe par 1' echant illon a analyser, 

Sur la figure 2, on a une representation 
detaillee du dispositif de deflexion photothermique 
utilisant le support d' echantillon selon 1' invention. 
Le support d' echantillon 10 est compose d'un substrat 
11 sur lequel on a depose une multicouche 12 ; 
1' echantillon 13 a . analyser est place sur la 
multicouche 12, On envoie un faisceau pompe incident 
21a sur l( 1' echantillon 13 .(une partie du faisceau pompe 
est reflechi,. voir la reference 21b) et on mesure 
1' absorption de 1' echantillon en mesurant la deviation 
d'un faisceau sonde 22. 

Le -substrat utilise selon 1' invention 
pourra etre quelconque dans la mesure ou il sera apte a 
recevoir des depots . de couches minces desirees. Le 
substrat pourra etre par exemple - du silicium ou*, du 
verre. 

Par exemple, pour un faisceau pompe de 
longueur d' onde A.= 514 nm, le support d' echantillon 
comportera un substrat de verre et une multicouche 
constitute ~ de L alternance de couches minces 
dielectriques 12a en silice et d'epaisseur 100 nm, et 
de couches minces dielectriques 12b en dioxyde 
d' hafnium et d'epaisseur 75 nm. Cette multicouche sera 
composee de 20 couches minces. 
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REVENDICATIONS 

1. Support d' echantillon (3, 10) destine a 
supporter un echantillon (13) devant subir une 
detection et/ou une analyse par une methode de 
detection photothermique mettant en ceuvre un faisceau 
pompe (21a) d' irradiation de 1' echantillon (13) et un 
faisceau sonde (22) de detection et/ou d' analyse, 
caracterise en ce qu' il comprend un substrat (11) 
' supportant un empilement de couches minces 
dielectriques formant un miroir de Bragg (12) qui est 
destine a supporter 1' echantillon (13), 1' empilement de 
couches minces dielectriques permettant de reflechir le 
faisceau pompe (21a) qui lui parvient. 

2. Support d' echantillon (3, 10) selon la 
revendication 1, caracterise en ce que le miroir de 
Bragg (12) comporte des couches minces dielectriques 
d'indice de refraction eleve formees d' un materiau 
choisi parmi le groupe constitue • de Ti0 2 ,. Hf0 2 , Si0 3 N 4 , 
Ta 2 6 5 , A1 2 0 3 et ln 2 0 3 . ■ 

3. Support d' echantillon (3, 10). selon la 
revendication 1, caracterise en ce que le miroir de 

■Bragg (12) comporte des couches minces dielectriques 
• 'd'indice de refraction bas formees d'un materiau choisi 
parmi le' groupe' constitue de' Si'0 2 , MgF 2 et .LiF. 

4. Support d' echantillon (3, 10) selon la 
' revendication. 1, caracterise en' ce que la couche 
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superieure formant le miroir de Bragg (12) est 
biocompatible avec 1 ' echant illon (13). 

5. Support d' echantillon (3, 10) selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la couche 
superieure formant le miroir de Bragg (12) est une 
couche ayant un indice de refraction bas. 

6. Dispositif de detection et/ou d' analyse 
d'un echantillon (13) par une methode photothermique, 
ledit dispositif comprenant un support d' echantillon 
(3, 10) selon 1'une quelconque des revendicat ions 1 a 
5, un moyen d'eclairage de 1' echant illon suppose par 
ledit support et fournissant un faisceau pompe (1, 
21a) , un moyen de detection et/ou de mesure de 
1' absorption ou de la reflexion du faisceau pompe par 
1 1 echantillon lorsqu'il est eclaire par ledit • moyen 
d'eclairage. 

7. Dispositif selon la revendication 
precedents, caracterise en ce qu' il comprend en outre 
un moyen de positionnement dudit moyen de detection 
et/ou de mesure. 



8. Dispositif 
caracterise en ce que 
1 1 echantillon fournissant 
est une source laser. 

9 . Dispositif 
caracterise en ce que le 



selon la revendication 6, 
le moyen d'eclairage de 
le faisceau pompe (1, 21a) 

selon la revendication 6, 
moyen de detection et/ou de 
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mesure de 1' absorption ou de la reflexion du faisceau 
pompe par 1 ' echantillon comprend une source de lumiere 
procurant un faisceau sonde (2, 22) et des moyens de 
detection de la deviation de ce faisceau sonde. 

10. Dispositif selon la .revendication 
precedente, caracterise en ce que les moyens de 
detection de la deviation du faisceau sonde (2, 22) 
comportent une photodiode multi-element ou une 

■ photodiode simple. 

11. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 10, caracterise en ce que la 
longueur d' onde du faisceau pompe (1, 21a) est choisie 

5 pour que 1' echantillon (13) soit absorbant a cette 
longueur d'onde. 

12. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 10, caracterise en ce que la 

0 longueur d'onde 'du faisceau pompe (l,-21a) est choisie 
pour que des marqueurs equipant 1' echantillon (13) 

soTent absorbant a cette longueur d'onde. 



13. Utilisation du dispositif selon l'une 
quelconque des revendications 6 a 12 pour un test, un 
diagnostic ou une detection' d 'hybridation 

d' oligonucleotides, en milieu ,. liquide ou. dans 1' air, 
sur support soiide dans le cadre du « screening » ou de 
la detection d' hybridation sur des biopuces . 
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